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Настоящая работа посвящена исследованию влияния человеческого сывороточного 
альбумина (ЧСА) на бета-лактамы. Показано, что гидролиз четырех антибиотиков бе-
та-лактамного ряда (бензилпенициллина, цефалексина, азтреонама и имипенема) под 
воздействием ЧСА статистически значимо ускоряется, что обусловливает дополни-
тельный распад 2,3% азтреонама, 7,5% бензилпенициллина, 10,8% цефалексина и 11,9% 
имипенема к шестому часу инкубации при температуре 37°С. При этом вид кинетиче-
ских кривых распада бензилпенициллина, цефалексина и имипенема под воздействием 
ЧСА характерен для ферментативных реакций 1-го порядка, а азтреонама – нулевого 
порядка. Повышение температуры инкубации с 37°С до 39°С приводит к ускорению ка-
тализируемого альбумином распада имипенема в среднем на 14,0%, а цефалексина – на 
15,7%. Бета-лактамные антибиотики, не разрушающиеся под воздействием ЧСА, не 
разрушаются и цельной сывороткой крови. По отношению к бета-лактамным анти-
биотикам, разрушаемым ЧСА, нативная сыворотка крови в некоторых случаях может 
проявлять существенно более высокую (для бензилпенициллина разница может превы-
шать 30%) бета-лактамазную активность, чем очищенные препараты альбумина лю-
бого происхождения в нормальной для человеческой крови концентрации. Таким обра-
зом, бета-лактамазная активность сыворотки крови распространяется не только на 
нитроцефин, но и на другие антибиотики бета-лактамного ряда, широко используемые 
в практике здравоохранения.
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бумин, нативная сыворотка крови, бета-лактамазная активность, ВЭЖХ.
ВВЕДЕНИЕ
Феномен собственной бета-лактамаз-
ной активности человеческой крови изве-
стен достаточно давно. Так, было показа-
но, что аналоги карбапенемов (в частно-
сти, 2-метилпенем-3-карбоксиловая кисло-
та) разрушаются альбуминами человече-
ской крови, причем глобулиновая фракция 
подобной активностью не обладает [1]. В 
1972 г. группа исследователей компании 
Glaxo Research Ltd, изучая свойства син-
тезированного ими хромогенного цефало-
спорина нитроцефина, описала значимый 
распад бета-лактамной связи указанного 
антибиотика под воздействием, в числе 
прочего, сыворотки человеческой крови, 
причем было показано, что данное ее свой-
ство опосредуется в первую очередь альбу-
миновой фракцией [2]. Тем не менее, углу-
бленное исследование данного феномена 
на тот момент не производилось, реакция 
была сочтена неспецифической, и обна-
руженное явление было забыто на много 
лет. В 1994 г. научный коллектив во главе 
с B. Nerli повторно описал феномен ин-
тенсивного распада нитроцефина под воз-
действием человеческого сывороточного 
альбумина [3, 4]. Попытка выявить распад 
некоторых других антибиотиков цефало-
споринового ряда (в частности, цефтри-
аксона, цефоперазона и цефсулодина) под 
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воздействием ЧСА не увенчалась успехом, 
и в результате феномен необычно высокой 
собственной бета-лактамазной активно-
сти человеческой крови остался незаме-
ченным научным сообществом. В 2007 г. 
явление необычно интенсивного распада 
нитроцефина под воздействием сыворотки 
человеческой крови было независимо от 
других исследователей обнаружено нашим 
научным коллективом [5].
Природа собственной бета-лактамазной 
активности сыворотки крови никогда и ни-
кем подробно не изучалась: до сих пор неиз-
вестны особенности данной активности, ее 
механизм, а также возможное клиническое 
значение. Ранее мы убедительно доказали, 
что бета-лакта мазная активность – неотъ-
емлемое свойство человеческой крови, и 
она на 86-100% обусловлена ее альбумино-
вой фракцией. Помимо ЧСА, большинство 
белковых фракций крови обладает незначи-
тельной бета-лактамазной активностью, со-
ставляющей приблизительно 9,6% от общей 
сывороточной. В частности, поликлональ-
ные IgG также обладают собственной бе-
та-лактамазной активностью, но их вклад в 
общую сывороточную активность не превы-
шает 10-15%. Нами был также выявлен ряд 
особенностей сывороточной бета-лактамаз-
ной активности, в частности, оптимум рН, 
зависимость скорости реакции от темпера-
туры и ионной силы раствора, была изучена 
кинетика реакции распада нитроцефина, ка-
тализируемого ЧСА (соответствует реакции 
первого порядка с Km=0,115). Было также 
установлено, что наличие бета-лактамазной 
активности ЧСА критически зависит от со-
хранности третичной структуры последнего 
и в то же время не зависит от присутствия 
кофакторов. Мы доказали наличие в составе 
молекулы альбумина активного центра, от-
ветственного за связывание бета-лактам ных 
антибиотиков и разрушение нитроцефина, 
смоделировали его трехмерную структуру и 
аминокислотный состав, а также реконстру-
ировали механизм катализа [6, 7]. Тем не ме-
нее, остается открытым вопрос – может ли 
ЧСА катализировать гидролиз бета-лактам-
ной связи каких-либо антибиотиков, кроме 
нитроцефина? Согласно имеющимся публи-
кациям, вероятность этого нельзя исключить 
[1], но конкретных научных данных о харак-
тере воздействия ЧСА на реально применя-
емые в клинической практике антибиотики 
бета-лактамного ряда нет до сих пор. Соот-
ветственно, целью настоящего исследования 
было изучить взаимодействие ЧСА с анти-
биотиками бета-лактамного ряда из числа 




ность препарата ЧСА, очищенного спирто-
вой седиментацией по Кону [8] на Витеб-
ской областной станции переливания крови. 
Рабочая (в пробе) концентрация альбумина 
составляла 50 мг/мл.
Поскольку методика, основанная на рас-
паде нитроцефина, позволяет анализиро-
вать гидролиз бета-лактамной связи только 
собственно нитроцефина, для исследова-
ния взаимодействия других бета-лактамов с 
сывороткой крови и ЧСА мы использовали 
высокоэффективную жидкостную хромато-
графию (ВЭЖХ). Данный метод не позво-
ляет непосредственно регистрировать факт 
распада бета-лактамной связи антибиотика, 
фиксируя лишь убыль количества анализи-
руемого вещества, но существуют способы 
обойти данное ограничение.
Для выполнения ВЭЖХ-анализа исполь-
зовали жидкостный хроматограф Agilent 
1100 с фотодиоднометрическим детектором 
G1315B и системой автоматического ввода 
пробы (автосэмплером). Разделение про-
изводили на хроматографической колонке 
Zorbax Eclipse XDB-C18 150×4,6 мм (размер 
частиц сорбента – 5 μm). В качестве подвиж-
ной фазы (элюента) применяли смесь ацето-
нитрила (пр-во Sigma) и 0,01 М KH2PO4 (pH 
3,0), температура колонки составляла 30°С, 
давление в системе – 150-170 бар. Для опре-
деления имипенема вместо 0,01 М KH2PO4 
с рН 3,0 использовали 0,01 М фосфатный 
буферный раствор (ФБР) с рН 7,4. Соотно-
шение ацетонитрила и буферного раствора 
подбирали таким образом, чтобы общее вре-
мя одного анализа не превышало 15 минут, а 
время удерживания антибиотика составляло 
не менее 5 минут. Регистрацию производи-
ли путем динамического (5 раз в секунду) 
замера уровня поглощения выходящего из 
колонки элюата в ультрафиолетовом диа-
пазоне в максимумах спектра антибиотика 
при λ=210, 225, 235, 260, 266 либо 300 нм, 
в зависимости от определяемого образца [9]. 
Подтверждение присутствия в пробе изучае-
мого антибиотика проводили по совпадению 
времени удерживания и спектра поглощения 
в анализируемом образце со стандартным 
образцом, а изменение концентрации в дина-
мике устанавливали по уменьшению площа-
ди под кривой (mAU×C) данного пика при 
последующих замерах.
Для эксперимента было использовано 
13 антибиотиков бета-лактамного ряда, все 
– химически чистые субстанции пр-ва Sigma 
либо Vetranal: азтреонам (CAS 78110-38-0), 
амоксициллин (CAS 26787-78-0), ампи-
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циллин (CAS 69-52-3), бензилпенициллин 
(CAS 69-57-8), имипенем (CAS 74431-23-5), 
пиперациллин (CAS 59703-84-3), цефалек-
син (CAS 15686-71-2), цефокситин (33564-
30-6), цефоперазон (CAS 113826-44-1), це-
фотаксим (CAS 64485-93-4), цефтазидим 
(MDL MFCD00153936), цефтриаксон (CAS 
104376-79-6), цефепим (CAS 88040-23-7). 
Соотношение концентраций антибиотиков и 
ЧСА (во всех случаях 1 моль/л) составляло 
1:1.
В качестве контрольных проб использо-
вали рабочие растворы антибиотиков, раз-
веденные в 2 раза добавлением 0,1 М ФБР, 
рН 7,4. Контрольные и опытные пробы ин-
кубировали при температуре 37°С в течение 
3240 минут, причем содержание исследуе-
мых антибиотиков в них замеряли перед на-
чалом инкубации, затем – каждые 15 минут 
до истечения первого часа инкубации, затем 
– каждые 30 минут до истечения 2 часа ин-
кубации, затем – каждый час до истечения 
6 часов инкубации, после чего – на 1440, 
1800, 2940 и 3240 минутах. По результатам 
замеров вычисляли долю антибиотика (в % 
от количества, исходно внесенного в про-
бу), содержащуюся в каждой паре проб на 
момент регистрации хроматограммы, и на 
основании полученных данных строили 
кривые убыли антибиотиков. Достоверность 
различий убыли антибиотиков в парах опыт-
ных и контрольных проб определяли при по-
мощи F-теста с использованием программы 
GraphPad Prism 5.
Перед загрузкой смеси ЧСА с изучаемым 
антибиотиком на ВЭЖХ-колонку произво-
дили депротеинизацию: к 1 объему пробы 
добавляли 2 объема метанола (х.ч.), пробу 
энергично встряхивали на вортексе, после 
чего образовавшийся осадок отделяли цен-
трифугированием при 14 000 об/мин в тече-
ние 5 минут, а надосадочную жидкость ис-
пользовали для проведения ВЭЖХ-анализа 
[10].
Согласно полученным нами ранее дан-
ным [6, 7], повышение температуры до фи-
зиологически допустимых цифр, реально 
наблюдаемых в клинической практике у вы-
соколихорадящих больных (39-40°С), при-
водило к существенному повышению бета-
лактамазной активности сыворотки крови. 
Мы предположили, что данная закономер-
ность распространяется не только на реак-
цию гидролиза нитроцефина, но и на катали-
зируемый ЧСА распад остальных бета-лак-
тамных средств. С целью эксперименталь-
ной проверки указанного предположения 
было приготовлено две серии контрольных 
и опытных проб одинакового состава; одну 
серию инкубировали при температуре 37°С, 
вторую – при температуре 39°С. В качестве 
субстратов были использованы химически 
чистые субстанции имипенема и цефалекси-
на (см. выше); производили инкубацию ра-
бочих растворов данных препаратов с ЧСА. 
Содержание исследуемых антибиотиков в 
контрольных и опытных пробах определяли 
при помощи ВЭЖХ-анализа; в дальнейшем 
производили межсерийное сравнение коли-
чества антибиотиков, выявленного в опыт-
ных и контрольных пробах на определенный 
момент времени. Достоверность различий 
убыли антибиотиков в соответствующих па-
рах опытных и контрольных проб определя-
ли при помощи F-теста.
Для доказательства факта распада бета-
лактамной связи бензилпенициллина (БП) в 
процессе взаимодействия с ЧСА к рабочему 
раствору БП добавляли 100 ЕД пеницилли-
назы (ФС 42-2059-92), затем производили 
ВЭЖХ-определение количества БП в про-
бе непосредственно после внесения пени-
циллиназы и через 30 минут инкубации при 
комнатной температуре (22°С). Время удер-
жания продуктов распада, образовавшихся 
вследствие воздействия пенициллиназы, в 
дальнейшем сравнивали со временем удер-
жания продуктов распада, образовавшихся в 
результате взаимодействия БП и ЧСА.
Поскольку все вышеописанные экспери-
менты производились с очищенным препа-
ратом ЧСА, возник вопрос о реальной доле 
вклада остальных белковых фракций сыво-
ротки крови в ее суммарную бета-лактамаз-
ную активность. Данный вопрос уже под-
нимался ранее и был решен для реакции ги-
дролиза нитроцефина: вклад глобулиновой 
фракции (и, в частности, поликлональных 
IgG) в суммарное количество разрушаемого 
нативной сывороткой крови нитроцефина в 
основном не превышал 10-15% [6, 7].
Тем не менее, ситуация с остальными 
бета-лактамными антибиотиками требова-
ла прояснения, поскольку ранее нами было 
доказано, что и механизм катализа, и кине-
тика реакции их распада могут существенно 
отличаться от таковых для нитроцефина. В 
связи с этим мы предприняли эксперимент 
по оценке вклада неальбуминовых фракций 
сыворотки крови в процесс гидролиза БП 
и цефтриаксона. Выбор пал на указанные 
антибиотики, поскольку ранее был строго 
доказан факт гидролиза бета-лактамной свя-
зи БП под воздействием ЧСА, равно как и 
полное отсутствие гидролиза цефтриаксона 
в аналогичных условиях. Оба антибиотика 
чрезвычайно широко применяются в кли-
нической практике в качестве средств для 
стартовой антибактериальной терапии и яв-
ляются типичными представителями своих 
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групп (природные пенициллины и парен-
теральные цефалоспорины 3-го поколения, 
соответственно). При изучении распада ука-
занных бета-лактамных антибиотиков под 
воздействием нативной сыворотки крови ис-
пользовали 2 образца сыворотки, отличаю-
щиеся высокой собственной бета-лактамаз-
ной активностью (оба получены от больных 
с инфильтративным туберкулезом легких). 
Кроме того, для сравнения с ЧСА спиртовой 
очистки в данном эксперименте нами был 
использован препарат ЧСА особо высокой 
чистоты пр-ва Sigma.
РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Оказалось, что большая часть изученных 
антибиотиков (ампициллин, цефоперазон, 
пиперациллин, цефтазидим, цефтриаксон, 
цефотаксим и цефокситин) не взаимодей-
ствовала с ЧСА – кривые их распада с тече-
нием времени в опытных (с альбумином) и 
контрольных (самораспад) пробах оказались 
практически идентичными, а разница между 
ними – статистически незначимой.
В то же время, распад 4 антибиотиков 
(бензилпенициллина, цефалексина, азтрео-
нама и имипенема) под воздействием ЧСА 
статистически значимо (во всех случаях 
р<0,0001) ускорялся по сравнению со спон-
танным распадом в контрольных пробах. 
Примечательно, что и имипенем, и азтрео-
нам разрушались лишь немногими бета-лак-
тамазами бактерий, в частности, карбапене-
мазами (имипенем), а также БЛРС, принад-
лежащими к функциональной группе 2be 
(азтреонам).
Графики убыли концентрации бензил-
пенициллина, цефалексина и имипенема 
в опытных пробах имели экспоненциаль-
ный вид. Подобная форма кине тических 
кривых характерна для реакций 1-го по-
рядка, типичных для истинных фермен-
тов. В случае же азтреонама имела место 
реакция нулевого порядка, скорость кото-
рой не зависела от концентрации субстра-
та, поскольку график убыли концентрации 
данного препарата имел линейный вид (см. 
рисунки 1-4).
По смоделированному нами процессу 
к 6 часу с момента введения обсуждаемых 
антибиотиков в человеческий организм их 
взаимодействие с ЧСА приводило к гидро-
лизу дополнительных (плюс к уровню са-
мораспада) 2,3% азтреонама, 7,5% бензил-
пенициллина, 10,8% цефалексина и 11,9% 
имипенема. Формулы, по которым произ-
водился расчет количества антибиотиков, 
распавшегося к определенному моменту 
времени, приведены на рисунках 1-4. Та-
ким образом, бета-лактамазная активность 
альбумина может обусловливать распад 
значимых количеств бета-лактамных пре-
паратов, реально применяемых в клиниче-
ской практике, тем самым снижая их кли-
ническую эффективность.
Повышение температуры с 37°С до 39°С 
приводило к ускорению распада имипенема 
в среднем на 14,0% (максимальная разница 
– 33,3% – наблюдалась к 6 часу инкубации), 
а цефалексина – в среднем на 15,7% (данная 
разница оставалась практически неизменной 
на протяжении всего срока инкубации). Вы-
явленные различия являлись статистически 
значимыми (для имипенема р<0,0001, для 
цефалексина р=0,0016). Напомним, что по-
Рисунок 1 – Распад бензилпенициллина под воздействием ЧСА. Квадратами обозначен 
самораспад, ромбами – распад, катализируемый ЧСА
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вышение температуры инкубации с 36°С до 
39°С приводило к распаду дополнительных 
11,5% нитроцефина; таким образом, полу-
ченные данные хорошо согласуются между 
собой. Можно заключить, что у лихорадя-
щих больных с температурой тела 39°С и 
более распад бета-лактамных антибиотиков 
под воздействием ЧСА существенно уско-
ряется, что должно приводить к снижению 
их клинической эффективности и требует, 
как минимум, коррекции используемых доз 
в сторону увеличения.
Добавление 100 ЕД пенициллиназы к 
рабочему раствору БП с последующей реги-
страцией хроматограммы показало, что вре-
мя удержания единственного образующего-
ся при этом продукта распада (2,7 минуты) в 
точности соответствовало времени удержания 
единственного продукта распада, образующе-
гося при взаимодействии БП с ЧСА (также 2,7 
минуты); пик на хроматограмме, соответству-
ющий данному продукту распада, становился 
заметным спустя 24 часа инкубации опытной 
пробы при температуре 37°С, и в дальнейшем 
площадь под кривой данного пика неуклонно 
возрастала с течением времени. Таким обра-
зом, можно считать доказанным, что при вза-
имодействии ЧСА и БП происходил гидролиз 
последнего по бета-лактамной связи, как и при 
воздействии пенициллиназы.
Рисунок 2 – Распад цефалексина под воздействием ЧСА. Квадратами обозначен 
самораспад, ромбами – распад, катализируемый ЧСА
Рисунок 3 – Распад имипенема под воздействием ЧСА. Квадратами обозначен самораспад, 
ромбами – распад, катализируемый ЧСА
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К сожалению, использованный нами 
препарат пенициллиназы оказался не в со-
стоянии разрушить цефалексин, имипенем и 
азтреонам, поскольку перечисленные анти-
биотики отличаются высокой естественной 
устойчивостью к воздействию подавляю-
щего большинства бета-лактамаз. Соответ-
ственно, проверить, распадается ли бета-
лактамная связь в молекулах данных анти-
биотиков под воздействием ЧСА, не пред-
ставилось возможным.
Анализ взаимодействия БП и цефтри-
аксона с нативной сывороткой крови по-
казал, что: 1) цефтриаксон не разрушал-
ся под воздействием нативной сыворотки 
крови (как и под воздействием ЧСА); 2) 
нативная сыворотка крови гидролизова-
ла БП существенно быстрее по сравне-
нию с ЧСА; в среднем разница в уровнях 
бета-лактамазной активности сыворотки 
крови и чистого альбумина составила 
12,2 процентных пункта в пользу сыво-
ротки (U-тест Манна-Уитни, р=0,0053). 
Можно заключить, что нативная сыво-
ротка крови в некоторых случаях де-
монстрировала бета-лактамазную актив-
ность, превышающую активность ЧСА 
(в нормальной для человеческой крови 
концентрации) до 32,5%, т.е. фактически 
на треть. Следует особо отметить, что 
активность обоих использованных в экс-
перименте препаратов ЧСА (полученных 
спиртовой седиментацией по Кону на 
Витебской областной станции перелива-
ния крови и особо высокой очистки пр-
ва Sigma) в отношении БП оказалась аб-
солютно идентичной. Убыль количества 
Рисунок 4 – Распад азтреонама под воздействием ЧСА. Квадратами обозначен самораспад, 
ромбами – распад, катализируемый ЧСА
БП в пробах под воздействием нативной 
сыворотки крови носила экспоненциаль-
ный характер с постепенным выходом на 
плато (как и в случае с обоими препара-
тами ЧСА). Подобный вид кинетической 
кривой характерен для реакции первого 
порядка, типичной для пенициллиназы.
ЗАКЛЮЧЕНИЕ
1. С помощью современного метода 
ВЭЖХ доказано, что распад четырех ан-
тибиотиков бета-лактамного ряда (бен-
зилпенициллина, цефалексина, азтре-
онама и имипенема) под воздействием 
ЧСА статистически значимо ускорялся 
по сравнению со спонтанным распадом 
в контрольных пробах. Согласно полу-
ченным нами данным, к шестому часу с 
момента введения перечисленных препа-
ратов в организм человека их взаимодей-
ствие с ЧСА должно привести к гидро-
лизу дополнительных (плюс к уровню 
самораспада) 2,3% азтреонама, 7,5% бен-
зилпенициллина, 10,8% цефалексина и 
11,9% имипенема. Таким образом, бета-
лактамаз ная активность альбумина мо-
жет обусловливать распад значимых ко-
личеств бета-лактамных антибиотиков, 
реально применяемых в клинической 
практике, тем самым снижая их клини-
ческую эффективность. При этом вид ки-
нетических кривых распада бензилпени-
циллина, цефалексина и имипенема под 
воздействием ЧСА характерен для фер-
ментативных реакций 1-го порядка, а в 
случае с азтреонамом – нулевого порядка.
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2. ЧСА оказался способен разрушать ан-
тибиотики, традиционно используемые как 
препараты дальнего резерва у больных с тя-
желым течением бактериальных инфекций – 
имипенем и азтреонам; указанные антибио-
тики считаются устойчивыми к воздействию 
большинства бактериальных бета-лактамаз.
3. Повышение температуры с 37°С до 
39°С приводило к ускорению катализируе-
мого альбумином распада имипенема в сред-
нем на 14,0% (до 33,3% к 6 часу инкубации), 
а цефалексина – в среднем на 15,7%. Таким 
образом, у лихорадящих больных с темпера-
турой тела 39°С и выше распад бета-лактам-
ных антибиотиков под воздействием ЧСА 
существенно ускорялся, что должно приво-
дить к дополнительному снижению их кли-
нической эффективности.
4. Бета-лактамные антибиотики, не 
разрушающиеся под воздействием ЧСА, не 
разрушались и цельной сывороткой крови. 
По отношению к бета-лактамным антибио-
тикам, разрушаемым ЧСА, нативная сыво-
ротка крови в некоторых случаях может 
проявлять существенно более высокую 
(для бензилпенициллина разница дости-
гает 32,5%) бета-лактамазную активность, 
чем очищенные препараты альбумина лю-
бого происхождения в нормальной для че-
ловеческой крови концентрации. Данная 
разница в активности определенно обу-
словлена вкладом глобулиновых белковых 
фракций сыворотки крови.
SUMMARY
I.V. Zhyltsou, D.V. Moiseev, 
V.M. Semenov, S.K.Egorov 
KINETICS OF DECAY OF SOME BETA-
LACTAM ANTIBIOTICS UNDER THE IN-
FLUENCE OF HUMAN SERUM ALBUMIN
The present work is dedicated to inves-
tigation of impact of human serum albumin 
(HSA) at beta-lactams. We have demonstrat-
ed that impact of HSA accelerates hydrolysis 
of 4 beta-lactams (namely, benzylpenicillin 
(BP), cefalexin, aztreonam and imipenem), 
and this acceleration is statistically reliable. 
It produces the additional destruction of 2,3% 
of aztreonam, 7,5% of BP, 10,8% of cefalexin 
and 11,9% of imipenem by the 6th hour of in-
cubation at 37°С. Meanwhile, the appearance 
of kinetic curves of BP, cefalexin and imipen-
em decay is typical for enzymatic reactions of 
the 1st order, but aztreonam one – for zero or-
der. Increase of incubation temperature from 
37°С to 39°С results in average acceleration 
of albumin-catalyzed imipenem decay by 
14,0%, and that of cefalexin – by 15,7%. Beta-
lactam preparations which are not destroyed 
by HSA also can’t be degraded by the whole 
blood serum. If beta-lactam is capable of be-
ing hydrolyzed by HSA, native blood serum 
may show much higher beta-lactamase activ-
ity against it (above 30% of additional decay 
for BP) than any puri ed HSA preparations of 
any origin in concentrations what are normal 
for human blood serum. Thus, beta-lactamase 
activity of human blood serum extends to not 
only nitroce n, but also to other antibiotics 
of beta-lactam class which are widely used in 
health service practice what de nitely is of a 
certain clinical importance.
Keywords: beta-lactam antibiotics, human 
serum albumin, native blood serum, beta-lacta-
mase activity, HPLC.
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